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靶向 HIV21 vi f 的高效人工 miRNA的构建及
慢病毒介导的体外抗病毒研究
张涛 ,程通 3 ,魏丽华 ,张雅丽 ,王颖彬 ,蔡毅君 ,张军 ,夏宁邵
(厦门大学 　国家传染病诊断试剂与疫苗工程技术研究中心 ,厦门 　361005)
摘要 : RNAi 在 HIV21 的治疗研究中得到了广泛的应用 ,构建高效并且安全的 RNAi 抗病毒元件是开展相关研究
的基础。vif37 是以前的研究中筛选获得的靶向 HIV21 vif 的高抑制效率兼具保守性的 RNAi 靶点。miRNA 在抑
制效率和启动子的选择上比常用的 shRNA 具有优势。本研究探索以人工 miRNA 结构引发 vif37 靶点对应的
RNAi。本研究以天然的 miR2155 前体为骨架 ,采用步移的方式设计了 3 个靶向 vif37 的人工 miRNA ,以 RNA 聚
合酶 Ⅱ类启动子指导表达。miRNA 表达质粒和 HIV21 的感染性克隆 pNL423 共转染的结果显示 ,3 个人工 miR2
NA 中只有 miR2vif37 H 具有抑制效果 ,效率与 shRNA2vif37 相当。与携带靶序列的荧光素酶报告质粒共转染实验
证明 miR2vif37 H 具有良好的抑制特异性。用表达 miR2vif37 H 的重组慢病毒转导 HIV21 的敏感细胞 M T24 ,克隆
化后获得稳定表达 miR2vif37 H 的细胞株 M T242miR37 H ,该细胞可以有效抑制 HIV21 的体外复制。实时 RT2PCR
检测结果显示 ,与 shRNA2vif37 相比 ,miR2vif37 H 的表达水平明显下降 ,安全性更好。进一步的实时 RT2PCR 检测
结果还显示 ,miR2vif37 H 在细胞内的稳定表达不会影响内源代表性 miRNA (miR2181 和 miR216) 的加工以及干扰
素应答相关基因 S tat1 的 mRNA 水平。miR2vif37 H 是一个特异的高效 RNAi 元件 ,为 vif37 靶点的进一步应用研
究奠定了基础。
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　　RNAi 是转录后水平序列特异性的抑制基因表
达的一种天然机制 ,在 H IV21 的抗病毒研究中得到
了广泛的应用。通过 RNA 聚合酶 Ⅲ类启动子在细
胞内表达短发卡 RNA ( shRNA) ,是目前广泛使用
的引发特异性 RNAi 的方法。但是 Ⅲ类启动子的高
表达活性会导致过量的 shRNA 产生 ,干扰内源性
miRNA 的加工过程 ,引起可观测的细胞毒性[ 1 ] ,甚
至动物致死性[ 2 ] 。如何在细胞内高效、低毒的引发
RNAi ,是 HIV21 抗病毒研究中需要解决的问题。
miRNA 由高等真核生物基因组编码 ,其前体
(p ri2miRNA)多数位于基因的非编码区[3 ] ,含有类
似 shRNA 的发卡结构 ,由 RNA 聚合酶 II 类启动
子指导表达[426 ] ,是一种天然的 RNAi 诱导分子。
RNA 聚合酶 II 类启动子的表达量较低[7 , 8 ] ,其中还
包括组织特异性启动子和诱导性启动子 ,有助于避
免过量表达引起毒副作用。有报道显示 ,用人工
miRNA 引发靶向 HIV21 的 RNAi ,可以有效的抑
制病毒复制[8 ] , 比 shRNA 的抑制效率更高[9 ] 。
vif37 是通过筛选 shRNA 表达结构获得的靶向
HIV21 vif 的高抑制效率兼具保守性的 RNAi 靶
点[10 ] 。为了提高 vif37 靶点进一步应用的安全性 ,
本研究以天然 miRNA 为骨架 ,设计了靶向 vif37 的
人工 miRNA ,将其置于基因的 3’U TR 区 ,使用聚合





1 　细胞株和质粒 　M T24 细胞、大肠杆菌 D H5α菌株由本
实验室保存。pSU PER 质粒购自 Oligoengine 公司。携带萤
光素酶基因的报告质粒 p GL32control 购自 Promega 公司。
慢病毒包装质粒以及 293FT 细胞购自 Invit rogen 公司 ,慢病
毒转移质粒 pLL317 赠自韩家淮教授 [11 ] 。H22 KK 基因的表
达质粒 pMACS KK Ⅱ购自 Miltenyi 公司。报告质粒 p GL32
vif 或 p GL32gag 为本实验室构建 [10 ] 。pNL423 从 N IH A IDS
Research & Reference Reagent Program 获得。
2 　试剂 　限制性内切酶、连接酶购自大连宝生物工程公司。
核酸提取试剂盒购自北京天根公司。脂质体 Lipofectamine
2000、RNA 提取试剂 Trizol 购自 Invit rogen 公司。DM EM、
1640 培养基购自 Gibco 公司。polybrene 购自 Sigma 公司。
DEA E Dextran 购自 Sigma 公司。细胞培养用胎牛血清
( FBS)购自 Hyclone 公司。引物由上海生工生物工程有限
公司合成。L uciferase Reporter Assay Kit 购自 Promega 公
司。NCod miRNA First2Strand cDNA Synthesis kit 和 Plati2
num SYBR Green qPCR SuperMix2UD G kit 购自 Invit rogen
公司。IFN Response Watcher kit 购自 Ta KaRa 公司。β2半
乳糖苷酶原位染色试剂盒购自碧云天生物技术研究所。
HIV EL ISA 检测试剂盒购自北京万泰公司。
3 　pLL KK 表达载体的构建 　以 pMACSKK1 II 质粒为模板
通过 PCR 方法扩增 H22 KK 表达框序列 ,PCR 引物序列分别
为 : 5’2TTTACTA GTCA T GTTT GACA GCTTA TCA TCG23’
和 5’2TTTCTCGA GA TACAA GGA TCCA TCTACCCTCCT2
TTTCCACC23’。PCR 产物经回收后用 S peI和 X hoI 进行双
酶切处理 ,然后连接到经 X baI和 X hoI双酶切处理的慢病毒
转移载体 pLL317 ,连接物转化大肠杆菌 D H5α感受态菌株 ,
经酶切鉴定获得 pLL KK 表达载体。
4 　人工 miRNA表达载体的构建 　如表 1 所示 ,合成各靶点
miRNA 构建所需的引物 , 以 dd H2 O 溶解至终浓度为
60mmol ,将每对互补引物各 3μl 加入 24μl 的复性缓冲液中 ,
95 ℃4min ,70 ℃10min 后逐步冷却至 4 ℃。退火产物用 T4
连接酶连接至经 B am HI和 X hoI双酶切的 pLL KK载体 ,转
化大肠杆菌 D H5α感受态菌株 ,经酶切鉴定获得所需的
miRNA 表达载体。
表 1 　用于 miRNA合成的引物序列
Table 1 　The sequences of primers used for miRNAs const ruction
Name Primer sequence
miR2vif37 Hf
5’2GA TCCT GCT GA A GTA GA CA GGA T GA GGA T TA GT T T T GGCCACT GA
CT GACTAA TCCTCA TCCT GTCTACT TCA GGAC23’
miR2vif37 Hr
5’2TCGA GTCCT GAA GTA GACA GGA T GA GGA T TA GTCA GTCA GT GGCC
AAAACTAA TCCTCA TCCT GTCTACT TCA GCA G23’
miR2vif37Jf
5’2GA TCCT GCT GA GTA GA CA GGA T GA GGA T TA GGT T T T GGCCACT GAC
T GACCTAA TCCTCA TCCT GTCTACTCA GGAC23’
miR2vif37J r
5’2TCGA GTCCT GA GTA GACA GGA T GA GGA T TA GGTCA GTCA GT GGCCAAAA
CCTAA TCCTCA TCCT GTCTACTCA GCA G23’
miR2vif37 Kf
5’2GA TCCT GCT GGTA GA CA GGA T GA GGA T TA GA GT T T T GGCCACT GACT G
ACTCTAA TCCTCA TCCT GTCTACCA GGAC23’
miR2vif37 Kr
5’2TCGA GTCCT GGTA GACA GGA T GA GGA T TA GA GTCA GTCA GT GGCC
AAAACTCTAA TCCTCA TCCT GTCTACCA GCA G23’
miR2LacZf
5’2GA TCCT GCT GA A A T CGC T GA T T T GT GTA GT CGT T T T GGCCACT GACT
GACGACTACACA TCA GCGA T T TCA GGAC23’
miR2LacZr
5’2TCGA GTCCT GAAA TCGCT GA T T T GT GTA GTCGTCA GTCA GT GGCC
AAAACGACTACACA TCA GCGA T T TCA GCA G23’
　　Sequence in italics is t he RNAi target sequence
5 　共转染实验检测 miRNA 的抑制效率 　013μg 的 miRNA
表达质粒和 013μg 的 pNL423 混合 ,用脂质体 Lipofectamine
2000 转染 24 孔板中的 293FT 细胞 (210 ×105 个/ 孔) ,转染
后 72h 收集细胞培养上清 ,样品经 10 倍梯度稀释后用 HIV2
1 EL ISA 试剂盒检测 p24 蛋白的活性。
6 　与 Luciferase 报告质粒共转染检测 miRNA 抑制特异性
　015μg 的 miRNA 表达质粒与 011μg 的荧光素酶报告质粒
(p GL32control、p GL32vif 或 p GL32gag)混合 ,用脂质体 Lipo2
fectamine 2000 转染 24 孔板中的 293FT 细胞 (2 ×105 个/
孔) ,转染后 48h 用 L uciferase Reporter Assay Kit 检测细胞
裂解液中荧光素酶的活性。
7 　重组慢病毒的制备和鉴定 　293FT 细胞以 5 ×106 个铺
于 10cm 细胞培养平皿中 , 6h 后用 Lipofectamine 2000 将
18μg 包装质粒混合物、6μg 的 pLL KK2miRNA 和 6μg 的
pSU PER2Drosha (携带靶向细胞 Drosha 基因的 siRNA 表达
元件 , siRNA 靶序列为 AACGA GUA GG CUUCGU GAC2
UU [12 ] )混合转染 ,转染 12h 后更换为完全培养基 ,72h 后收
集细胞培养上清。重组慢病毒用 293F T 细胞转导实验鉴定
其效价 ,将 293F T 细胞铺于 24 孔细胞培养板 (5 ×104 个/
孔) ,6h 后分别加入 100μl 经 10 倍梯度系列稀释后的待测病
毒。培养 48h 后用流式细胞仪 (Beckman Coulter EPICS
XL)检测孔中表达 EGFP 的细胞数量 ,测定重组病毒的滴度
( TU/ mL) 。
8 　重组慢病毒转导 MT24 细胞及稳定表达细胞株的获得 　
将 1 ×105 个 M T24 细胞铺于 24 孔细胞培养板中 ,加入 poly2
brene 至终浓度为 6μg/ mL ,慢病毒用量为 MOI = 40 ,室温
600g 水平离心 60min ,12h 后换液。感染 4d 后的细胞用有
限稀释法进行克隆化 ,筛选可稳定表达 EGFP 的细胞株。
9 　miRNA 水平的检测 　用 Trizol 试剂提取细胞的总
RNA ,用 NCod miRNA First2Strand cDNA Synthesis kit 和
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UD G kit 检测样
品中的成熟 miRNA 分子的水平。以内源性 U6B RNA 分子
为 PCR 内参 [13 ] ,miRNA 特异性检测引物序列如表 2 所示。
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表 2 　用于 Real2time PCR检测的引物序列
Table 2 　The sequences of primers used for Real2time PCR
Primer name Primer sequence
miR2181 5’2AACA T TCAACGCT GTCGGT G23’
miR216 5’2TA GCA GCACGTAAA TA T T GGC23’
U6B 5’2A T GACACGCAAA T TCGT GAA GC23’
10 　IFN效应相关基因 stat1 的检测 　提取细胞的总 RNA ,
采用 Ta KaRa 公司的 IFN Response Watcher kit 及 Plati2
num SYBR Green qPCR SuperMix UD G kit 进行检测 ,
检测过程参照产品说明书进行。
11 　HIV21 NL423制备与鉴定 　将 293F T 细胞铺于 6 孔板中 (8
×105 个/ 孔) ,6h 后用脂质体转染 pNL423 质粒 ,12h 后更换
为完全培养基 ,72h 后收集含有 HIV21NL423 的细胞培养上
清 ,病毒效价用 TZM2b1 细胞鉴定。将 TZM2b1 细胞铺于
96 孔细胞培养板 (1 ×104 个/ 孔) ,6h 后分别加入 50μl 经 10
倍梯度系列稀释后的待测病毒 ,加入 DEA E Dextran 至终浓
度为 20μg/ mL 。培养 48h 后用β2半乳糖苷酶原位染色试剂
盒显色 ,通过检测样品孔中的蓝斑数量 ,测定病毒滴度 ( IU/
mL) = 蓝斑数量 ×稀释倍数 ×20。
12 　HIV21 NL423 感染 MT24 细胞 　5 ×105 个 M T24 细胞或
改造后的 M T24 细胞铺于 24 孔细胞培养板中 ,加入 HIV2




1 　靶向 vif37 的人工 miRNA的构建
vif37 是 HIV21 基因组中一段高度保守的序
列 ,Los Alamos HIV Sequence Database 的 625 个
H IV21 全基因序列包含了 H IV21 已知的所有亚型 ,
其中 66 %的病毒在 vif37 序列区没有突变 ,26 %的
病毒只有一个突变[14 ] 。miR2155 是目前剪切位点
研究较为清楚的天然 miRNA [15 ] ,本研究选择 miR2
155 作为骨架构建靶向 vif37 的人工 miRNA。研究
已显示 ,靶点序列仅移位 1nt 的 siRNA 可能在抑制
效率存在较大的差别[16 ] 。为了提高人工 miRNA
的设计成功率 ,本研究从 vif37 上游第二个碱基向 3’
端步移 ,设计了 3 个用于构建人工 miRNA 的靶序
列 ,分别为 vif37 H、vif37J 、vif37 K。根据这些靶点
序列 ,设计完全互补的双链 RNA ,替换 miR2LacZ
前体中的 miRNA 序列 ,得到靶向 vif37 的人工
miRNA 表达结构 miR2vif37 H、miR2vif37J 和 miR2
vif37 K(图 1) 。
2 　不同人工 miRNA 表达元件的抑制效率检测
本研究用共转染的方法检测人工 miRNA 对
图 1 　靶向 HIV21 vif37 靶点的人工 miRNA 的结构
Figure 1 Structures of the artificial miRNAs
targeted to HIV21 vif37
HIV21 的抑制效率。慢病毒载体 pLL KK 的 H22 KK
基因用 RNA 酶聚合酶 II 类启动子 H22 KK 指导表
达。miR2vif37 H、miR2vif37J 和 miR2vif37 K被构建
到 H22 KK 基因的 3’ U TR 区 ,分别得到表达人工
miRNA 的慢病毒转移质粒 pLL KK2miR2vif37 H、
pLL KK2miR2vif37J 、pLL KK2miR2vif37 K。将表达
miRNA 的慢病毒转移质粒分别与 HIV21 感染性克
隆质粒 pNL423 共转染 293F T 细胞 ,48h 后检测细
胞培养上清中的 HIV21 p24 蛋白的活性。表达
shRNA2vif37 的 p SU PER 质粒作为阳性对照 ,表达
靶向 L ac Z 基因的人工 miRNA 的 pLL KK 质粒为阴
性对照。结果如图 2 所示 , miR2vif37 H 具有和
shRNA2vif37 相当的良好的抑制效果 , 而 miR2
vif37J 和 miR2vif37 K 的抑制效果很弱。这个结果
说明序列差异很小的 siRNA 在抑制效果上可能存
在较大的差异 ,与文献报道[16 ] 一致 ,同时也证明了
采用步移法设计多个人工 miRNA 的必要性。以上






p GL32cont rol 的终止密码子和 ployA 之间插入
vif37 及其相邻序列得到报告质粒 p GL32vif37 ,插入
gag 基因得到报告质粒 p GL32gag[ 14 ] 。同时构建靶
向荧光素酶的 shRNA 表达质粒作为对照[14 ] 。将表
达 miR2vif37 H 的慢病毒转移质粒或者表达 shR2
NA2luc 的 p SU PER 的质粒与荧光素酶报告质粒共
转染 293F T 细胞 ,转染 24h 后检测荧光素酶的活
性。如图 3 所示 ,miR2vif37 H 能够抑制 p GL32vif37
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图 2 　共转染 293FT 细胞检测不同 miRNA 的抑制效率
Figure 2 　Analysis of the inhibit efficiency of different
miRNAs in co2t ransfection experiment s
的表达 ,但是不能抑制 p GL32cont rol 和 p GL32gag
的表达 ,这说明 miR2vif37 H 的抑制活性是特异性
的靶向 vif37 靶序列。
图 3 　miR2vif37 H 的抑制特异性分析
Figure 3 　Analysis of inhibit specificity of miR2vif37 H
4 　重组慢病毒的构建及稳定表达 miR2vif37 H的
MT24 细胞的获得
慢病毒载体系统来源于 HIV21 ,可将外源基因
稳定的整合到目的细胞 ,在 HIV21 的抗病毒研究中
得到了广泛的应用[17 ] 。本研究所用的慢病毒载体
系统带有 EGFP 表达元件 ,可用于快速检测重组病
毒效价对靶细胞的基因转移效率 ,并便于检测慢病
毒转导后细胞的克隆化效果[ 11 ] 。M T24 细胞是一种
H IV21 受体细胞 ,可在体外支持 T 嗜性 H IV21 的
复制[ 18 , 19 ] 。在抑制 Dro sha 表达的 293F T 细胞中
制备表达 miR2vif37 H 的重组慢病毒 ,转导 M T24 细
胞。本研究构建的重组慢病毒载体同时带有 miR2
NA 和报告基因 EGFP 表达元件 ,转导后的 M T24
细胞可同时表达 EGFP ,因此可通过以 EGFP 作为
标记筛选转导后的细胞 ,获得可稳定表达报告基因
的细胞株 M T242miR37 H。流式细胞仪检测结果显
示 (图 4)该细胞的 EGFP 表达阳性率接近 100 %。
图 4 　报告基因在细胞克隆 M T242miR37 H
中的表达效率
Figure 4 　Flow cytometry expression analyses of GFP
reporter to reveal the stable expression of miR2vif37 H
in the M T242miR37 H cells
5 　稳定表达 miR2vif37 H 的 MT24 细胞对 HIV2
1NL423的抑制作用
H IV21NL423为 B 亚型、T 细胞嗜性的病毒 ,可有
效感染并在 M T24 细胞中复制。HIV21NL423 攻毒实
验的剂量为 MO I = 0121 ,在攻毒后的不同时间分别
收集细胞培养上清检测 p24 蛋白的活性。未转导的
M T24 细胞和不表达 miRNA 的重组慢病毒 lenti KK
转导的 M T24 细胞 (M T242H2 K)作为攻毒实验阴性
对照。结果如图 5 所示 ,稳定表达 miR2vif37 H 的
M T24 细胞可抑制 HIV21NL423的复制。
图 5 　HIV21NL423的复制在 MT242miR37H 细胞中受到抑制
Figure 5 　Inhibition of HIV21NL423
replication in M T242miR37 H cells




的影响。将表达 shRNA2vif37 的 p SU PER 质粒和
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表达 miR2vif37 H 的慢病毒转移质粒分别转染
293F T 细胞 ,转染后 48h 用实时 R T2PCR 检测细胞
内 siRNA 的水平 ,结果显示 miR2vif37 H 表达的
siRNA 约为 shRNA2vif37 的 20 % (图 6 ,A) 。shR2
NA 在细胞内的过量的表达会干扰内源天然 miR2
NA 的加工[2 ] 。miR2181 和 miR216 是天然的 miR2
NA ,可作为检测指标显示外源 RNAi 元件对内源性
miRNA 加工的影响[ 20 ] 。用实时 R T2PCR 检测细胞
内成熟 miRNA 分子的含量 ,结果显示在 M T242
miR37 H 细胞和 M T24 细胞中 ,成熟的 miR2181 和
miR216 没有丰度差异 (图 6 ,B) ,这说明 miR2vif37 H
在细胞内的稳定表达不会影响天然 miRNA 的加
工。双链 RNA 是干扰素反应的天然诱导分子 ,
miR2vif37 H 含有长发卡结构 ,因此需要检测其是否
会诱发干扰素免疫反应[21 ] 。本文以 stat1 的表达水
平显示干扰素免疫反应的强度[22 ] 。分离 M T242
miR37 H 的总 RNA ,反转录后 ,用 Real2time PCR
检测细胞中的 stat1 的 mRNA 水平 ,未感染慢病毒
的 M T24 细胞作为对照。结果显示 (图 6 ,C) ,两种
细胞内的 stat1 的 mRNA 含量在同一水平 ,说明
miR2vif37 H 在细胞内的稳定表达不会引发干扰素
免疫反应。根据以上检测结果 ,可以初步认为 miR2
vif37 H 的表达水平相对于 shRNA2vif37 明显下降 ,
其在细胞内的稳定表达没有可检测的脱靶效应。
图 6 　miR2vif37 H 的表达水平及脱靶效应分析
Figure 6 　Analysis of expression level and off2target effect s of miR2vif37 H
A1 Expression levels of mature miR2vif37 H compared wit h shRNA ; B1 Mat ure miRNA levels of miR216 and miR2
181 in M T24 and M T242miR37 H ; C1 S tat1 mRNA levels in M T24 and M T242miR37 H.
讨　　论
RNAi 技术在 HIV21 的抗病毒研究中获得了
广泛的应用。在细胞内表达 shRNA 是最常使用的
引发 RNAi 的方法 ,采用该方法我们筛选获得了一
个高抑制效率兼具保守性的 RNAi 靶点 vif37。
siRNA 和 miRNA 均能引发 RNAi ,但是
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两者在表达方式上存在差异。shRNA 的末端
结构对 Dicer 蛋白的识别剪切极为重要 ,指导 shR2
NA 表达的启动子一般采用能精确的控制转录的起
始和终止的 RNA 聚合酶 Ⅲ类启动子 ( H1 或 U6) 。
但是 RNA 聚合酶 Ⅲ类启动子的转录活性很高 ,会
产生高丰度的 shRNA ,干扰天然 miRNA 的加工 ,
引发细胞毒性[2 ] 。天然的 miRNA 前体通常位于基
因的 U TR 区 ,在 RNA 聚合酶 Ⅱ类启动子的指导下
表达。RNA 聚合酶 Ⅱ类启动子的表达活性较低 ,其
中还包括一些组织特异性启动子和诱导表达型启动
子 ,有助于降低 miRNA 过量表达引发毒副作用的
可能性。本研究以天然的 miR2155 为骨架 ,构建了
靶向 vif37 的人工 miRNA ( miR2vif37 H) ,用 RNA




RNAi 元件 ,为 vif37 靶点的进一步研究奠定了基
础。
Vif 蛋白可以帮助 HIV21 逃逸天然免疫系统的
抑制作用 ,对其作用机制的研究解释了 vif37 靶点
高度保守的原因。A POB EC3F 属于天然免疫家族
成员 ,具有胞嘧啶脱氨酶活性 ,在 H IV21 复制过程
中可包装进入病毒颗粒。在 H IV21 的逆转录过程
中 , A POB EC3F 在病毒基因组中引入广泛的超突
变 ,从而发挥抗病毒作用。HIV21 编码的 Vif 蛋白
可以结合 A POB EC3F 并通过泛素2蛋白酶体的降解
途径来拮抗其抗病毒活性。Vif 的 DRMR 区是 Vif
与 A POB EC3F 相互作用的直接结合位点 ,该区段
一个氨基酸的突变就能消除 Vif 对 A POB EC3F 的
降解作用[23 ] 。vif37 靶序列的中部是 DRMR 的编
码序列位 ,因此极为保守。
siRNA 和 miRNA 均能引发 RNAi ,但是两者
在来源、加工过程以及作用机制上均存在差别。
siRNA 主要由病毒感染的双链 RNA 和基因转移载
体表达的 shRNA 所引起 ,经过 Dicer 的剪切后 ,得
到完全互补的 siRNA 分子 ,通过切割 mRNA 的方
式高度序列特异性的抑制基因表达。miRNA 前体
由细胞基因组编码 ,先后经过 Drosha2D GCR8 复合
体和 Dicer 的剪切后 ,成为非完全互补的成熟的
miRNA 分子 ,通过非降解的翻译抑制方式调控基
因的表达 , miRNA 和靶 mRNA 不完全互补 ,通常





基 ,会导致对应的成熟 miRNA 分子在细胞内被识
别为 siRNA [25 ] 。本研究为了提高人工 miRNA 的
特异性 ,将完全互补的双链 RNA 置入 miR2155 的
骨架。本研究发现虽然 miR2vif37 H 的表达量的表
达明显低于 shRNA2vif37 ,但是在共转染实验中对
HIV21 的抑制效果类似 ,其原因可能是 miRNA 的
抑制效率更高[9 ] 。
慢病毒载体来源于 HIV21 能够高效的感染造
血干细胞及 T 淋巴细胞是 H IV21 基因治疗研究中
应用的最为广泛的基因转移载体。制备高滴度的表
达 miR2vif37 H 的重组慢病毒是本研究体外攻毒实
验的基础。vif37 靶点位于 pol 和 vif 的重叠区 ,慢
病毒包装质粒 pL P1 表达 gag2pol 基因。因此 ,编码
miR2vif37 H 的慢病毒转移质粒会抑制包装质粒
pL P1 的表达 ,降低慢病毒的滴度。在以前的研究
中 ,采用同义密码子替换的方式突变 pL P1 中的
vif37 靶序列 ,可以消除 shRNA2vif37 对包装质粒的
表达抑制 , 恢复表达 shRNA2vif37 的慢病毒滴
度[10 ] 。本研究发现 ,采用突变后的 pL P1 制备表达
miR2vif37 H 的慢病毒 ,虽然 pL P1 表达量得到有效
恢复 ,但是慢病毒的滴度仍然很低。经过多种尝试 ,
本研究在慢病毒制备过程中通过添加抑制 Drosha
表达的 siRNA ,有效提高了表达 miR2vif37 H 的慢
病毒滴度 ,其具体机制尚待深入研究。
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Construction of Highly Effective Artif ical miRNA Targeted to HIV21 vi f and the
Lentiviral2mediated Antiviral Research i n vit ro
ZHAN G Tao , CH EN G Tong 3 , WEI Li2hua , ZHAN G Ya2li , WAN G Ying2bing ,
CA I Yi2jun , ZHAN G J un , XIA Ning2shao
( N ational I nsti t ute of Diagnostics and V accine Development in I nf ectious Diseases , School of
L i f e Sciences , X iamen Universit y , X iamen 361005 , China)
Abstract :Effective and specific RNA interference ( RNAi) element s are essential for t he RNAi2based anti2
H IV21 research which has achieved extensive application1 vif37 targeted to HIV21 vi f is a highly effective
and conserved RNAi target obtained f rom t he previous st udy on screening1 In t his st udy , we explored t he
const ruction of artificial miRNAs to induce RNAi targeted to vif37 , which had advantages on inhibition ef2
ficiency and flexibility of p romoter selection1 Three artificial miRNA targeted to vif37 were const ructed by
walking met hod using native miR2155 as a backbone and expressed by RNA polymerase Ⅱ promoter1
Then , expression vectors of artificial miRNA were co2t ransfected wit h HIV21 infectious clone pNL423 to
score it s inhibition ability and showed t hat only miR2vif37 had the significant inhibition efficiency similar to
shRNA2vif371 Subsequently , co2t ransfections wit h luciferase reporter plasmids into which different target
sequences were inserted proved t he specificity of miR2vif37 H1 The replication of HIV21 was inhibited in
M T242miR37 H cells which could exp ress miR2vif37 H stably and were cloned f rom M T24 cells t ransducted
with recombinant lentiviral vectors containing t he miR2vif37 H expression element1 Real2time R T2PCR re2
vealed t hat miR2vif37 H had much lower expression level t han shRNA2vif371 Result s also showed t hat in2
t racellular miR2181 and miR216 expression levels and st at1 mRNA levels were not effected by t he expres2
sion of miR2vif37 H in M T242miR37 H cells1 We conclude miR2vif37 is a specific and highly effective artifi2
cial miRNA which will p romote t he f urt her application of vif37 target1
Key words : RNA interference ; HIV21 ; v i f ; artificial miRNA
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